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ABSTRAKT 
      Tato diplomová práce se zabývá obsahem adaptanogenů v rostlině Schizandra 
chinensis. Teoretická část se zabývá rostlinou Schizandra chinensis, jejím výskytem, 
vlastnostmi, využitím a pěstováním. Místa přirozeného výskytu rostliny Schizandra chinensis 
jsou zde klasifikována podle Köppenovi klasifikace podnebí a srovnána s podnebím v České 
republice, kvůli možné predikci pěstování téti rostliny u nás. Dále jsou popsány adaptogeny 
(bioaktivní látky) obsažené v této rostlině a možné způsoby jejich extrakce a analýzy. 
Experimentální část práce se zabývá identifikací schizandrinu v rostlině Schizandra 
chinensis vypěstované v našich podmínkách. Stanovení bylo prováděno ultraúčinnou 
kapalinovou chromatografií (UPLC), vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií (HPLC)         
a přímým nástřikem do hmotnostní spektrometrie (MS). Schizandrin byl úspěšně 
identifikován ve všech použitých vzorcích.  
 
ABSTRACT 
      This thesis deals with the content of adaptogens in vegetable Schizandra chinensis.     
The theoretical part deals with the plant Schisandra chinensis, its occurrence, characteristics, 
uses and cultivation. Location of plants Schisandra chinensis are classified according to 
Köppen climate classification and compared with the climate in the Czech Republic, due to 
possible prediction of growing plants in the country. Further are described adaptogens 
(bioactive substances) contained in this plant and to methods for their extraction                
and analysis. The experimental part of the thesis deals with the identification of schisandrin 
in the plant Schisandra chinensis grown in our conditions. The assessment was performed 
by ultra-performance liquid chromatography (UPLC), high-performance liquid 
chromatography (HPLC) and direct injection into tha mass spectrometry (MS). Schisandrin 
was successfully identified in all the samples. 
 
 
 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Schizandra chinensis, schisandrin, ultraúčinná kapalinová chromatografie (UPLC), 
vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC), hmotnostní spektrometrie (MS) 
KEYWORDS 
Schizandra chinensis, schisandrin, ultra-performance liquid chromatogaphy (UPLC),        
high-performance liquid chromatography (HPLC), mass spectrometry (MS) 
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ÚVOD 
      Schizandra chinensis neboli klanopraška čínská je opadavá liána, která je známá           
již po staletí především v Číně. Je nazývána plodem pěti chutí, a to kyselé, hořké, sladké, 
palčivé (trpké) a slané. Vyskytuje se především v Číně, východní části Ruska, Japonsku        
a Koreji. Podle Köppenovy klasifikace podnebí je její přirozený výskyt v mírně studeném 
klimatu se studenou zimou a teplým létem. Pěstování klanoprašky čínské vyžaduje středně 
vlhké a prosvětlené prostředí. Půda musí být mokrá a bohatá na humus. Rostlina není 
odolná vůči suchému a velmi vlhkému prostředí. Schizandra chinensis obsahuje velké 
množství adaptogenů, díky nimž se řadí mezi rostliny s povzbuzujícími účinky. V plodech 
Schizandry chinensis je nejvíce zastoupen adaptogen schizandrin, kterému je věnována 
experimentální část práce. Bioaktivní látky, které jsou obsaženy především v plodech            
a semenech rostliny mají detoxikační, antioxidační, antikarcinogenní, antihepatitické              
a protizánětlivé vlastnosti. Vykazují i anti-HIV vlastnosti. Mezi další účinky patří zvýšení 
fyzického výkonu, kladné účinky na kardiovaskulární systém, centrální nervový systém          
a endokrinní systém. Využívají se při léčbě diabetu, chronického kašle nebo např.               
při nespavosti. Díky svým vlastnostem se Schizandra chinensis využívá především jako 
léčivo a v potravinářském průmyslu jako doplněk stravy. V potravinářství se nejčastěji užívá 
ve formě sušených plodů, čajů, odvarů, mastí a krémů. K extrakci aktivních látek z rostliny 
Schizandra chinensis se nejčastěji využívá extrakce organickými rozpouštědly                       
a ultrazvuková extrakce, ale lze použít i jiných způsobů extrakce. K identifikaci se často 
využívá vysokoúčinné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole (HPLC-DAD) 
a spojení vysokoúčinné kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií (HPLC/MS).   
V experimentální části práce byly k identifikaci schizandrinu použity ultraúčinná kapalinová 
chromatografie (UPLC), vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) a přímý nástřik    
do hmotnostního spektrometru (MS). 
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1. TEORETICKÁ ČÁST 
1.1 Schizandra chinensis  
      Schizandra chinensis nebo-li klanopraška čínská patří do rodu schizandra a do čeledi 
Schizandraceae.1 Na celém světe existuje asi 25-30 druhů rodu schizandra, z toho se 18-19 
druhů vyskytuje v Číně.2,3 Je to opadavá liána, která v listnatých lesích šplhá do korun 
stromů. Je známa po mnoho staletí hlavně v Číně pro své vlastnosti podobné ženšenu.4,5 
Podobně jako ženšen není ani schizandra léčivá rostlina. Zařazujeme ji mezi rostliny             
s povzbuzujícími účinky, tzv. adaptogeny.4 
      V tradiční čínské medicíně je klanopraška známa již dlouhou dobu. Je nazývána 
stromem pěti chutí - kyselé, hořké, sladké, palčivé (trpké) a slané.1,4,6 Pro svou chuť získala 
své názvy jako je omiza v Koreji, gomishi v Japonsku, wuweizi, ji-chu nebo hoy tsi v Číně      
a limonnik v Rusku.6,7 
1.1.1 Popis rostliny 
      Klanopraška čínská je jednodomá, opadavá, 8 - 15 m dlouhá liána s ovíjivou lodyhou, 
která směřuje vzhůru.1,4,5 Průměr liány je v rozmezí 1,2 – 1,5 cm.5 Listy jsou světlezelené, 
lesklé, střídavé, eliptické nebo obvejčité s dlouhými červenými nebo červenohnědými řapíky.1 
Květy jsou bílé až slabě krémové barvy a mají v průměru až 15 mm.1,5 Vyrůstají v úžlabí listů 
po 2 - 7 na růžových stopkách dlouhých až 4 cm. Mají citrónovou vůni.1 Z jediného květu     
se vytváří souplodí, které je dlouhé 6 - 8 cm a vzhledem připomíná hrozen rybízu jasně 
červených plodů.5 Plody jsou kulovitého tvaru o průměru 5 – 8 mm, často deformované, 
zvrásněné a barvou červené až tmavo červené.8 Obsahují 1 až 2 semena, lesklé, žluto 
hnědé až tmavo hnědé barvy, často viditelně prostupující oplodinou. Semena jsou slabě 
specifického zápachu, kořeněné, hořkokyselé chuti, adstringentní a charakteristicky pálivé     
v ústech. Dužina je aromatická, sladkokyselá s intenzivní chutí.1 Kořeny rostliny jsou svazčité 
a rostou mělce.1 
1.1.2 Výskyt 
      Schizandra chinensis roste divoce nejvíce ve východní části Ruska (v regionech 
Primorsku, Amursku, Khabarovsku a Chabarovsku), na Kurilských ostrovech, v jižním 
Sachalinu a také v severovýchodní Číně  (v provinciích Jilin, Liaoning, Heilongjiang, 
Mandzuria, Hebei, Neimenggu, Shanxi, Ningxia, Gansu a Shandong), Koreji                          
a Japonsku.5,7,9,10,11,12,13 Ostatní druhy schizandry rostou především v Číně, Japonsku             
a Himalájích.5 
1.1.2.1 Výskyt podle Köppenovi klasifikace podnebí 
      Köppenova klasifikace podnebí, která je utvořena podle teplot vzduchu a atmosférických 
srážek ve vztahu k vegetaci se dělí na 5 hlavních klimatických pásem s 12 základními 
klimatickými typy.14 
      Východní část Ruska (regiony Primorsku, Amursku, Khabarovsku a Chabarovsku), 
severovýchodní Čína a Korea spadají především podle Köppenovi klasifikace podnebí        
do typů Dwa a Dwb, které odpovídají mírně studenému (boreálnímu) klimatu                        
se suchou zimou a teplým létem (obr. č. 1). Východní část Ruska spadá i do blasti Dfb, která 
odpovídá mírně studenému klimatu s rovnoměrným rozložením srážek během roku. 
Japonsko má rozmanité klima. Leží na rozhraní kontinentálního polárního vzdušného 
proudění a přímořského tropického podnebí. Díky rozlehlosti území, zvlášť v poledníkovém 
směru je jižní část v oblasti se subtropickým horkým podnebím a severní část naopak            
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s mírně chladným podnebím. Podle Köppenovi klasifikace podnebí Japonsko klasifikujeme 
typem Dwa, Dfb a Cfb (obr. č. 1). Sever země, typ Dwa odpovídá mírně studenému 
(boreálnímu) klimatu se suchou zimou a teplým létem. Typ Dfb odpovídá mírně studenému 
klimatu s rovnoměrným rozložením srážek během roku. Většinu území, zejména jižní část 
Japonska zaujímá typ Cfb, který odpovídá mírně teplému klimamu s rovnoměrným 
rozložením srážek během roku. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 1: Mapa Köppenovy klasifikace podnebí Asie14 
      Česká republika spadá do vlhkého, mírně teplého podnebí se suchou zimou, střední        
a vyšší polohy do vlhkého, mírně chladného podnebí se studenou zimou. Podle Köppenovi 
klasifikace podnebí patří do typu Dwb, který odpovídá mírně studenému klimatu se studenou 
zimou a teplým létem (obr. č. 2). 
      Mírně studené (boreální klima) je určeno tak, že podle klasifikace průměrné teploty 
nejteplejšího měsíce v roce musí teplota dosahovat minimálně 10°C a naopak průměrné 
teploty dnů nejchladnějšího musí teplota klesnout pod -3°C. Je charakteristické poměrně 
krátkým létem, srážkami přesahujícími hranice suchosti a pravidelnou sněhovou pokrývkou.  
      Ze srovnání míst přirozeného výskytu rostliny Schizandra chinensis s podmínkami 
v České republice podle Köppenovi klasifikace podnebí můžeme usuzovat, že je možné tuto 
rostlinu pěstovat i v České republice. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 2: Mapa Köppenovy klasifikace podnebí Evropy14 
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1.1.3 Podmínky pěstování 
      Pěstování Schizandry chinensis vyžaduje středně vlhké prostředí a středně prosvětlené 
spolu s mokrou na humus bohatou půdou. Není odolná vůči suchému prostředí a vysokému 
stupni vlhkosti. Daří se jí na slunném místě s mírným zastíněním.1 Nejlépe se jí daří kolem 
břehů ve výškách 250 m nad mořem. Pěstování je možné i ve výškách 500 - 600 m           
nad mořem. Typický výnos je 2 kg plodů na rostlinu, ale může být až 4 kg.1,6,7  
      Po výsevu vykvete schizandra asi po čtvrtém roce. Při prvním kvetení se zpravidla 
objevují jen samčí květy. V dalších letech se objeví i samičí květy, zřídka pak květy 
oboupohlavní. Výskyt květů jednotlivých pohlaví je neurčitý a nespolehlivý. V tomto ohledu 
hraje svou roli několik faktorů, jako je teplota, výživa či vlhkost půdy.1  
      Roční cyklus rostliny začíná v období měsíce března a dubna, kdy dochází po zimním 
období k obražení rostliny listy a vyrašení květů (obr. č. 3 - 6). Po odkvětu se z každého 
jednotlivého květu vytváří souplodí, které vzhledem připomíná hrozen rybízu (obr. č. 7). 
Dozrávání plodů začíná během měsíce srpna až října (obr. č. 8 a obr. č. 9).1,4,5 Po sklizni 
plodů dochází v zimních měsících k opadání listů a zežloutnutí rostliny (obr č. 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 3: Období březen až duben - rašení květů u rostliny Schizandra chinensis15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 4: Období duben – doba květu u rostliny Schizandra chinensis15 
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Obr. č. 5: Období duben – doba květu u rostliny Schizandra chinensis15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 6: Období duben – doba květu (detail) u rostliny Schizandra chinensis15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 7: Období květen - souplodí vzniklá po odkvětu květů u rostliny Schisandra chinensis15 
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Obr. č. 8: Období srpen – dozrávání plodů u rostliny Schisandra chinensis15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 9: Období září – dozrávání plodů u rostliny Schizandra chinensis15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 10: Období prosinec – změna zbarvení u rostliny Schizandra chinensis15 
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1.1.3 Vlastnosti  
      Klanopraška čínská obsahuje velké množství různých farmakologicky aktivních lignanů, 
které mají dibenzocyklooktadienový skelet. Mezi tyto lignany patří například schizandrin, 
gomisin A, schisantherin A, deoxyschizandrin, γ- schizandrin a schisandrol B.2,8 Shrnutí 
struktur bioaktivních lignanů je uvedeno v tabulce č. 1 
Tabulka č. 1: Shrnutí struktur bioaktivních lignanů obsažených v rostlině schizandra chinensis2,7,16 
Jméno Vzorec Mr R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 
Schizandrin C24H32O7 432 OH Me H Me Me Me Me Me Me Me 
Isoschizandrin C24H32O7 432 H Me OH Me Me Me Me Me Me Me 
Deoxyschizandrin C24H32O6 416 H Me H Me Me Me Me Me Me Me 
Schisanhenol C23H30O6 402 H Me H Me Me Me Me H Me Me 
Gomisin N C23H28O6 400 H Me H Me -CH2 - Me Me Me Me 
Angeloygomisin H C28H36O10 500 OH Me H Me Me Me Me Angeloyl Me Me 
Tigloylgomisin H C28H36O8 500 OH Me H Me Me Me Me Tigloyl Me Me 
Schisandrol B C23H28O7 416 OH Me H Me Me Me Me Me -CH2 - 
Gomisin M1 C22H26O6 386 H Me H Me -CH2 - Me H Me Me 
Gomisin M2 C22H26O6 386 H Me H Me -CH2 - H Me Me Me 
γ-Schizandrin C23H28O6 400 H Me H Me -CH2 - Me Me Me Me 
Schizandrin C C22H24O6 384 H Me H Me -CH2 - Me Me -CH2 - 
Gomisin J C22H28O6 388 H Me H Me H Me Me Me Me H 
Gomisin L1 C22H26O6 386 H Me H Me -CH2 - Me H Me Me 
Gomisin L2 C22H26O6 386 H Me H Me -CH2 - Me Me Me H 
 
 
Jméno Vzorec Mr R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 
Gomisin R C22H24O7 400 Me H Me H -CH2 - Me Me -CH2 - ß-OH 
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Jméno Vzorec Mr R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 
Gomisin O C23H28O7 416 Me H Me H Me Me Me Me -CH2 - ß-OH 
Epi-gomisin O C23H28O7 416 Me H Me H Me Me Me Me -CH2 - α-OH 
Schisantherin A C30H32O9 536 OH Me Me H Me Me Me Me -CH2 - ß-O-Benzoyl 
Schisantherin B C28H34O9 514 OH Me Me H Me Me Me Me -CH2 - ß-O-Angeoyl 
Schisantherinn C C28H34O9 514 OH Me Me H Me Me Me Me -CH2 - ß-O-Tigloyl 
Gomisin F C28H34O9 514 OH Me Me H -CH2 - Me Me Me Me ß-O-Angeoyl 
Gomisin G C30H32O9 536 OH Me Me H -CH2 - Me Me Me Me ß-O-Benzoyl 
Angeoylgomisin P C28H34O9 514 Me OH Me H Me Me Me Me -CH2 - ß-O-Angeloyl 
Tigloylgomisin P C28H34O9 514 Me OH Me H Me Me Me Me -CH2 - ß-O-Tigloyl 
Pozn.: Deoxyschisandrin = Schizandrin A; Schizandrin = Schisandrol A; Schizandrin B = γ-schizandrin; Gomosin 
A = Schisandrol B; Gomisin K3 = Schisanthenol; Gomisin C = Schisanterin A; Gomisin B = Schisanterin B 
 
      Lignany mají různé farmakologické vlastnosti. Mezi které patří detoxikační, antioxidační, 
antikarcinogenní (převážně proti rakovině prsou, tlustého střeva, prostaty a štítné žlázy), 
antihepatotoxické, protizánětlivé a anti-HIV vlastnosti.5,9,17,18,19 Mezi další účinky klanoprašky 
čínské patří účinky, které zvyšují fyzický výkon.20 Dále mají kladné účinky                              
na kardiovaskulární systém, gastrointestinální systém, centrální nervový systém a endokrinní 
systém.6,18,20 Užívá se také jako pomocný prostředek k léčení diabetu, chronického kašle, 
úniku moči, průjmových onemocnění a nespavosti.6,21 
      Látky obsažené v rostlině působí proti únavě a stresu, zlepšují dýchání a ostrost zraku      
a celkově povzbuzují organizmus. Využívají se hlavně plody a semena rostliny (popřípadě 
mladé výhonky), listy obsahují méně účinných látek než plody. Dužina plodů obsahuje řadu 
účinných látek. Mezi ně patří organické kyseliny (kyselina vinná, kyselina jablečná a kyselina 
citrónová), peptidy, sacharidy, vitamín C, vitamín E, silice, pryskyřice a minerální látky. 
Účinné látky mají tonizující účinek na lidský organismus.4,17 Semena této rostliny mají 
povzbuzující účinky na centrální nervový systém, stimulují cévní systém a dýchání a zvyšují 
krevní tlak. Dále snižují riziko civilizačních chorob. Napomáhají rovněž všeobecně zdravému 
životnímu stylu. Stimulují chuť k jídlu a trávení. Výzkum prokázal i hepatoprotektivní účinky 
při poškození jater.4 
1.1.4 Využití  
      Klanopraška čínská se nejčastěji využívá pro své farmakologické účinky jako léčivo. 
Často se využívá jako tonikum a sedativum. Dále se využívá proti kašli a proti astmatu           
a nespavosti.5,7,20 Užívá se také při léčbě obezity.11,17,22  
      Kromě toho je velmi dekorativní rostlinou. Vzhledem k liánovitému vzrůstu je vhodná 
například na pergoly.1,4 
      Bobule se rovněž používají v potravinářském průmyslu. Klanopraška čínská se nejvíce 
používá ve formě sušených plodů v tradičním léčitelství v Koreji, Číně a Japonsku.9 
V sibiřských oblastech se klanopraška využívá jako kořenící přípravek. Klanoprašku v dnešní 
době najdete i v některých bylinných směsích a v odvarech nebo mastech či krémech.1,4,17 
Čaje s tonizujícím účinkem a jiné extrakty s menším účinkem než produkty ze semínek,       
se získávají z listů lián nebo mladých výhonků. Klanoprašku využívají i výrobci 
nealkoholických nápojů, sirupů, cukrovinek nebo kompotů. Plody klanoprašky se i kandují 
nebo nakládají do medu.4 Klanopraška čínská se využívá také k dobarvování a dochucování 
alkoholických i nealkoholických nápojů.23 
      Klanopraška čínská se využívá také při aromaterapiích.24 
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1.1.6 Bioaktivní látky 
      Hlavní aktivní sloučeniny obsažené v klanoprašce čínské jsou lignany, které mají 
dibenzocyklooktadienový skelet.25 Lignany druhu schizandraceae jsou běžně děleny            
do 5 skupin. Jsou to dibenzocyklooktadienové lignany (typu A), spirobenzofuranoid-
cyklooktadienové lignany (typu B), 4-aryltetralinové lignany (typu C), 2,3-dimethyl-1,4-
diarylbutanové lignany (typu D) a 2,5-diaryltetrahydrofuranové lignany (typu E).12,26 
Dibenzocyklookadienové lignany se mohou dále dělit podle S- a R- konfigurace.12,27 Největší 
koncentrace bioaktivních sloučenin obsažených v klanoprašce čínské se nachází v jejích 
semenech a plodech.28 Pomocí analytických metod bylo dosud izolováno 50 lignanů, které 
mají různé účinky.29 
      Bylo dokázáno, že doba sklizně a místo původu ovlivňují různé hladiny lignanů 
obsažených v této rostlině.30 
      Hlavní složkou klanoprašky čínské je schizandrin, který vykazuje antioxidační                   
a protizánětlivé vlastnosti. Je to také jedna ze složek, která se předepisuje k léčbě 
hepatitidy.31 Mezi další aktivní látky patří např. deoxyschizandrin a γ-schizandrin, které jsou 
také účinné v léčbě hepatitidy.25  
1.1.7 Extrakce bioaktivních látek  
      Většinu lignanů je možné izolovat a extrahovat podobným postupem. Mezi konveční 
extrakční metody bifenylových cyklooktanových derivátů z klanoprašky čínské patří 
zahřívání, var nebo extrakce s vodou či organickými rozpouštědly (např. ethanolem, 
methanolem, diethyeltherem nebo např. chloroformem).21,32,33,34,35,36 Tyto extrakční metody 
vedou ke ztrátě derivátů kvůli izomeracím a oxidacím probíhajícím během extrakce. 
V současné době byly vyvinuty nové metody extrakce a izolace lignanů, které oproti 
klasickým metodám šetří čas a mají nižší spotřebu rozpouštědel.12,20 
      Mezi tyto metody patří např. ultrazvuková extrakce, která nabízí nižší extrakční čas, vyšší 
reprodukovatelnost a nižší spotřebu rozpouštědel, nebo Soxhletova extrakce.20,37 
      Pro extrakci vybraných lignanů jako jsou schizandrin, schizantherin A a deoxyschizandrin 
z klanoprašky čínské byla vyvinuta homogenní iontová kapalinová mikroextrakce.27 Při které 
se nepoužívají těkavá organická rozpouštědla a je potřeba velmi malého množství vzorku. 
Extrakční čas je srovnatelný s ultrazvukovou extrakcí a Soxhletovou extrakcí.21,37 
      Dále se k extrakci bioaktivních lignanů v klanoprašce čínské využívá tlaková extrakce 
kapalinou (PLE), kdy je jako extrakční činidlo využíván methanol za teploty 125 °C.38 
Extrakční výtěžky jsou srovnatelné s konvenčními metodami.32  
      Mezi novější techniky extrakce látek obsažených v klanoprašce čínské patří superkritická 
fluidní extrakce (SFE), superkritická fluidní mikroextrakce (SFME), mikrovlnná extrakce 
(MAE) a on-line dynamická mikrovlnná extrakce (DMAE).28,30,32,35,38,39 SFE může být               
z hlediska účinnosti a selektivity použita jako alternativa k běžných extrakčním technikám. 
Výhody SFE jsou krátký extrakční čas a žádná zbytková rozpouštědla v extraktu.35 
Mikrovlnná extrakce je běžně užívána k extrakcím různých sloučenin z medicínsky 
významných rostlin pro její rychlost a spotřeby rozpouštědel v porovnání s klasickými 
technikami.37 
1.1.8 Analýza bioaktivních látek 
      Nejčastěji používanými metodami ke kvalitativní a kvantitativní analýze schizandry 
chinensis jsou vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) a tenkovrstvá kapalinová 
chromatografie (TLC). TLC je velmi jednoduchá a konvenční metoda pro kvalitativní analýzu 
lignanů. HPLC ve spojení s UV detekcí je preferovanou metodou ke kvantitativní analýze 
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lignanů v schizandře chinensis. UV detekce je vhodná z důvodu silné absorbance lignanů.12 
Běžně se separace provádí na reverzních fázích (C18 kolonách), při teplotě mezi 25 - 35°C 
s UV detekcí nastavenou na 254 nm. Jako mobilní fáze se využívají nejčastěji směsi 
methanol-voda, acetonitril-voda, methanol-acetonitril-voda s gradientovou elucí. Pokud nelze 
v některých případech lignany odseparovat od sousedních a nelze je stanovit současně, tak 
se využívá spojení vysokoúčinné kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií 
(HPLC-MS). 12,18 
      Spojení vysokoúčinné kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií je běžně 
užívanou technikou k identifikaci bioaktivních lignanů obsažených v rostlině Schizandra 
chinensis. Jako extrakční metoda při analýze HPLC-MS je nejčastěji používána extrakce 
methanolem nebo ethanolem.12,16,19 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie s detektorem 
diodového pole ve spojením s hmotnostní spektrometrií využívající elektrosprej (pozitivní 
mód) jako iontový zdroj (HPLC-DAD-ESI-MSn) je spojením vhodným k identifikaci isomerů 
dibenzocyklooktadienových lignanů.31 Lignany jsou identifikovány na základě iontů [M+H]+, 
[M+Na]+, UV spekter a retenčních časů, které se srovnávají s referenčními vzorky.2 Analýza 
HPLC-MS za použití analyzátoru doby letu (HPLC-TOF-MS) nabízí krátký čas analýzy,         
je schopný identifikovat neznámé sloučeniny, spočítat jejich elementární složení                     
a identifikovat jejich strukturu založenou na měření přesné a správné hmoty iontů hledáním 
v různých databázích. Při použití kombinace analyzátorů kvadrupólu (Q) a iontové pasti (IT) 
v metodě (HPLC-QIT-MS) můžeme rozlišit isomery podle jejich charakteristických 
fragmentací iontů, což nelze při metodě HPLC-TOF-MS.29 
      Z elektrometod se používá k analýze lignanů v klanoprašce čínské kapilární 
elektroforéza, micelární elektrokinetická kapilární elektoforéza a kapilární 
elektrochromatografie.12 Také se využívá nevodná kapilární elektroforéza k jednoduché         
a efektivní kvantifikaci některých lignanů.40  
      K analýze bioaktivních látek se také využívá spojení plynové chromatografie 
s hmotnostní spektrometrií (GC-MS) pro stanovení těkavých sloučenin obsažených 
v Schizandře chinensis. Pro stanovení tepelně stabilních sloučenin je potřeba předešlé 
pyrolýzy.12 
      K objasnění struktur lignanů se využívá UV spektroskopie, IR spektroskopie, hmotnostní 
spektrometrie, nukleární magnetická rezonance (NMR) nebo 2D NMR.12,26 
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1.2 Instrumentální metody 
1.2.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
      Separační technika HPLC (High performance liquid chromatography) je používána           
ke kvalitativní a kvantitativní analýze látek organického původu. Separace sloučenin               
je založena na retenci látek v chromatografickém systému. Různá retence složek látky 
způsobuje to, že jednotlivé složky opouštějí chromatografický systém v různých časech 
(eluční časy), které umožňují jednotlivé složky látky identifikovat. Chromatografický systém 
se skládá ze stacionární a mobilní fáze. Stacionární fází je sorbent v kolonovém uspořádání. 
Volba mobilní fáze je důležitá nejen z hlediska separace látek v koloně, ale i z hlediska 
detekce.41 
       Vysokoúčinná reps. ultraúčinná kapalinová chromatografii (HPLC reps. UPLC) dosahuje 
vysoké účinnosti a rychlosti zejména použitím kolon naplněných sorbentem s velmi malými 
částicemi 1,5 až 5 µm a poměrně velkým průtokem mobilní fáze.42,43 
1.2.1.1 Součásti kapalinového chromatografu 
      Kapalinový chromatograf je složen z jednoho či více zásobníků mobilní fáze, z čerpadel 
mobilní fáze, tlumiče pulzů, směšovače mobilní fáze, odplyňovače, dávkovací zařízení, 
analytické kolony, detektoru a záznamového zařízení (obr. č. 11). Může být doplněn i o další 
volitelné doplňky např. kolektor frakcí.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 11: Blokové schéma kapalinového chromatografu – 1. mobilní fáze, 2. odplyňovač, 3. pumpa,   
4. dávkovací zařízení, 5. kolona, 6. detektor, 7. odpad44 
      Čerpadla mobilní fáze v HPLC jsou důležitou součástí chromatografu z důvodu vysokých 
odporových tlaků kolony. Proto je potřeba použití kvalitních čerpadel, které jsou dvojího 
druhu. První na principu velkoobjemové stříkačky a druhý na principu stříkačky s malým 
objemem činné části. Výhodou čerpadla na principu velkoobjemové stříkačky je absence 
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tlakových pulzů tzv. bezpulzní režim, ale nevýhodou je zdlouhavá výměna a promývání 
mobilní fáze. Čerpadla s malým objemem činné části naopak využívají rychlejší výměny 
mobilní fáze a nevýhodou je přítomnost tlakových pulzů mobilní fáze.   
      Dávkování vzorku lze provádět manuálně přesnou stříkačkou (např. značky Hamilton) 
pomocí šesticestného ventilu s využitím smyčky nebo vnitřního prostoru. Další možností 
dávkování jsou automatické injektory. 
      Nejdůležitější součástí chromatografického systému je kolona, v níž se uskutečňuje 
samotný separační proces. Kolona je trubice z inertního materiálu vyplněná částicemi  
stacionární fáze. Průměrná kolona pro HPLC má délku 10 až 25 cm s vnitřním průměrem      
3 až 5 mm a velikostí částic mezi 2 až 5 µm. Existují různé typy stacionárních fází             
(obr. č. 12). Nejčastěji se užívají plně porézní a povrchově porézní částice.  
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 12: Částice stacionární fáze: A) Klasické pórovité částice, B) Pelikulární částice s filmem 
polymerní stacionární fáze, C) Povrchově porézní částice, D) Mikropartikulární pórovité částice45 
 
      Klíčovou součástí HPLC je detektor, který využívá různých fyzikálně chemických 
vlastností analyzovaných látek. Detektor měří konkrétní vlastnost eluátu, u které dochází    
ke změně při eluci analytu. Vzhledem k množství typů detektorů je jim věnována samostatná 
kapitola. 
1.2.1.1.1 Detektory v HPLC 
      Ideální detektor, který by umožnil detekci všech typů látek, v praxi neexistuje. Existují 
různé typy detektorů, mezi které patří detektory spektrofotometrické, refraktometrické, 
detektor rozptylu světla (evaporative light scattering, ELSD), elektrochemické nebo např. 
radiometrické. HPLC detektory se mohou dělit na detektory destruktivní nebo nedestruktivní 
a selektivní nebo univerzální.46 
      Nejběžnějšími detektory jsou detektory spektrofotometrické. Detektory jsou založeny     
na měření absorbance v ultrafialové nebo viditelné oblasti elektromagnetického záření. 
UV/Vis detektor měří absorbanci eluátu v detekční cele. Detektor diodového pole (diode 
array detektor, DAD) umožňuje současné měření několika různých vlnových délek            
(obr. č. 13).  
 
 
 
 
 
Obr. č. 13: Schéma DAD detektoru – 1. deuteriová výbojka, 2. štěrbina, 3. čočka, 4. clona,                  
5. průtoková cela, 6. disperzní mřížka, 7. plošné fotodiody, 8. fotodioda, 9. kondenzátor, 10. počítač42 
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      Velmi citlivým a selektivním detektorem je fluorimetrický detektor, který je založen            
na měření fluorescenčního záření vzniklého absorpcí budícího UV záření. Fluorescenční 
záření se měří pod úhlem 90° vůči záření budícímu.47 
      Refraktometrický detektor jedním ze základních univerzálních detektorů. Princip              
je založen na rozdílu indexu lomu světla analytu v kyvetě měrné a mobilní fáze                     
ve srovnávací kyvetě. Nevýhodou tohoto detektoru je nemožnost použití gradientu mobilní 
fáze.42 
      Detektor rozptylu světla (ELSD) je univerzální detektor. Principem je meření rozptylu 
světla na tuhých částicích v proudu plynu, po předchozím odpaření mobilní fáze. Stejně jako 
refraktometrický detektor umožňuje detekovat látky neabsorbující UV záření. Výhodou oproti 
refraktometrickému detektoru je možnost použití gradientové eluce.47 
      Další skupinou citlivých a selektivních detektorů jsou detektory elektrochemické,             
u kterých se měří změna proudu při průchodu elektroaktivní látky měrnou celou 
s elektrodami, na které je vloženo napětí potřebné k průběhu elektrochemické reakce. 
Podmínkou je vodivá mobilní fáze. Mezi tyto metody patří amperometrické a coulometrické 
detektory.  
      Vodivostní detektory jsou založeny na měření elektrické vodivosti eluátu v průtokové cele 
mezi dvěma elektrodami.         
      Mezi další možnosti detekce u HPLC patří aerosolový detektor nabitých částic (charged 
aerosol detektor, CAD), radiometrický detektor, detektor optické otáčivosti nebo on-line 
spojení s různými spektrometrickými metodami (např. atomová absorpční spektroskopie, 
hmotnostní spektrometrie).     
1.2.1.2 Typy separačních systémů 
      Při chromatografických separacích lze využít různých typů separačních systémů, které 
jsou založeny na různých kombinacích vlastností stacionární a mobilní fáze. Mezi typy 
separačních systémů patří systémy normálních fází (NP), reverzních fází (obrácených fází, 
RP), hydrofilní interakční chromatografie (HILIC), iontově výměnná chromatografie (IEC), 
chromatografie iontových párů (IPC) a gelová permeační chromatografie (GPC). 
      Systém normálních fází je založen na interakci analytu se stacionární fází adsorpcí. 
Stacionární fáze je v tomto uspořádání polárnější než fáze mobilní. Vzhledem k principu 
separace adsorpcí analytu na povrchu stacionární fáze, která je polární, roste retence 
analytů v pořadí od nepolárních analytů k polárním (obr. č. 14). Podmínkou pro úspěšné 
dělení látek je nepřítomnost vody v mobilní fázi. Její přítomnost způsobí silnou absorpci vody 
na stacionární fázi a tím změní interakci analytu se stacionární fází, což následně vede 
k nereprodukovatelné retenci.43 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 14: Schéma retence v systému NP – polární látky jsou vázány s absorbentem silněji, než látky 
nepolární48 
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      Systém s reverzními fázemi se v současné době využívá nejčastěji díky možnosti 
separace analytů nepolárních, středně polárních, polárních i iontových.49 Separace analytů 
v systémech s reverzními fázemi je založena na rozdělování mezi stacionární a mobilní fázi. 
Na rozdíl od systému normálních fází je stacionární fáze méně polární než fáze mobilní. 
Vzhledem k využití reverzních fází v praktické části této práce je tomuto systému věnována 
samostatná kapitola.  
      Hydrofilní interakční chromatografie vychází ze systému normálních fází, rozdíl               
je v přidání jednotek až desítek procent vody do mobilní fáze. Tato voda v mobilní fázi 
způsobí vznik tenké vrstvy na stacionární fázi a separace analytu v tomto případě probíhá     
na rozdělování analytu mezi tenkou vrstvu na stacionární fázi a mobilní fází. Principem 
separace je tedy rozdělování. Polární látky jsou v tomto systému zadržovány silněji než látky 
nepolární.42,50 
      Iontově výměnná chromatografie je založena na interakci iontové části analytu s měniči 
iontů (ionexy), které jsou chemicky navázány na povrchu stacionární fáze. Měnič kationtů 
(katex), který nese záporný náboj, použijeme, pokud je analyt kationtové povahy. Měnič 
aniontů (anex) použijeme v případě analytu aniontové povahy. Při separaci dochází 
k rozdílným elektrostatickým interakcím analytu se stacionární fází.41,50 
       Chromatografie iontových párů je založena na vzniku iontového asociátu mezi analytem 
a ionpárovacím činidlem, který je přítomen v mobilní fázi. Stacionární fáze je nepolární, 
používají se stejné fáze jako v RP-HPLC. Vzniklý iontový asociát má oproti samotnému 
analytu vyšší afinitu ke stacionární fázi.  Chromatografie iontových párů se využívá 
k separaci sloučenin iontového charakteru.50 
      Při gelové permeační chromatografii jsou analyty separovány na základě velikosti 
molekul. Jako stacionární fáze je používán fyzikálně nebo chemicky vytvořený gel                  
o definované velikosti a distribuci pórů. Retence je tedy závislá na velikosti molekul, proto 
velké molekuly eluují nejdříve, nejsou v gelu zadržovány. Se zmenšující velikostí molekul 
roste eluční čas analytu. Využití gelové permeační chromatografie je zejména při separaci 
proteinů a makromolekul.50 
1.2.1.2.1 Systém s reverzními fázemi (RP) 
      Systém s reverzními fázemi je využíván ve vysokoúčinné kapalinové chromatografii        
v 90 % aplikací. Základem chromatografie na reverzních fázích je uspořádání, při kterém      
je mobilní fáze polárnější než fáze stacionární. Chemicky vázaný oktadecylsilan (ODS),        
n-alkan s 18 atomy uhlíku (C18), je nejčastěji používaná stacionární fáze vzniklá navázáním 
uhlovodíkového zbytku na silikagel (obr. č. 15). Další alternativou jsou oktyl (C8) a jiné 
alkylové nebo fenylové skupiny (obr. č. 15). Jako mobilní fáze je nejčastěji využívána voda 
v kombinaci s různými rozpouštědly. Mezi tato rozpouštědla nejčastěji patří acetonitril             
a methanol, ale používají se i jiná jako např. propanol, tetrahydrofuran s dioxan.     
 
Obr. č. 15: Stacionární fáze – A) C18, B)C8 
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      Mechanismem separace v systému reverzních fází jsou hydrofobní interakce mezi 
molekulami vody v mobilní fázi a analytem (obr. č. 16). To jde popsat kombinováním dvou 
dějů, rozdělováním a adsorpcí. Rozdělování mezi stacionární a mobilní fázi je závislé          
na chemické afinitě analytu. Následně může být ještě analyt adsorbován na povrch 
stacionární fáze a tím přispět k retenci.51 Systém reverzních fází lze využít i k separaci 
homologů.   
 
Obr. č. 16: Schéma retence látek v systému RP - hydrofilní (polární) látky jsou zadržovány méně         
a eluují z kolony první, hydrofobní látky eluují jako poslední48 
1.2.2 Hmotnostní spektrometrie (MS) 
      Hmotnostní spektrometrie je spektrální analytická metoda sloužící k měření poměru 
hmotnosti a náboje iontů analyzovaných látek. Je založená na převodu molekul na ionty, 
rozlišení iontů podle poměru jejich hmotnosti a náboj a následnému záznamu relativních 
intenzit těchto iontů. Výsledkem je hmotnostní spektrum, které vyjadřuje závislost relativní 
intenzity iontového proudu na efektivní hmotnosti m/z (obr. č. 17). Hmotnostní spektrometrie 
je metoda destruktivní, ale k analýze je potřeba pouze malé množství vzorku.   
      Hmotnostní spektrometr se skládá z iontového zdroje, který slouží k ionizaci vzorku, 
hmotnostního analyzátoru, kde dochází k separaci iontů na základě poměru m/z, detektoru, 
který slouží k detekci vzorku a vyhodnocovacího zařízení. Další součástí hmotnostního 
spektrometru je vakuový systém. Separace a detekce iontů probíhá ve vakuu. 
 
Obr. č. 17: Základní schéma analýzy hmotnostní spektrometrie52 
1.2.2.1 Iontové zdroje 
      Iontový zdroj má v hmotnostním spektrometru za úkol tzv. ionizaci, tedy převedení 
molekul analytu na ionty. Existují různé druhy ionizací, které se liší především množstvím 
dodané energie při ionizaci a rozlišujeme tedy měkké ionizační techniky a tvrdé ionizační 
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techniky. Při tvrdé ionizaci dochází vlivem velké energie i ke vzniku fragmentů, zatímco        
u měkkých ionizačních technik vzniká převážně ionizovaná molekula analytu.  
      Tvrdou ionizační technikou je elektronová ionizace (EI). Principem této techniky              
je vystavení molekul analytu proudu vysokoenergetických elektronů (70eV). Vznikají 
molekulové ionty či fragmenty.53 Většinou se využívá ve spojení s plynovou chromatografií 
(GC). 
      Mezi měkké ionizační techniky patří chemická ionizace (CI), která je komplementární 
k elektronové ionizaci. Základem je přenos náboje na analyt z pomocného plynu, nejčastěji 
se používá methan nebo isobutan.53  
      Dalšími měkkými ionizačními technikami jsou techniky pracující za atmosférického tlaku 
(API) mezi které patří chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace          
za atmosférického tlaku (APPI), termosprej (TSP) a elektrosprej (ESI)53 Jejich výhodou je,   
že nepotřebují vakuum ani plynný vzorek. Proto jsou vhodné pro spojení s kapalinovou 
chromatografií. Chemická ionizace za atmosférického tlaku je založena na zmlžení analytu, 
odpaření rozpouštědla a vzorku v proudu plynu a následné ionizaci pomocí výboje na jehle, 
čímž je ionizováno rozpouštědlo, které následně ionizuje analyt.53,54 Při fotoionizaci              
za atmosférického tlaku je analyt sprejován spolu s přídavkem dopantu, který je cíleně 
ionizován zářením a který následně získaný náboj předá analytu.53,54 Při použití termospreje 
ionty vznikají odpařováním rozpouštědla z rozprašovaných kapek za zvýšené teploty.54,55 
Poslední ze skupiny měkkých ionizačních technik pracujících za atmosférického tlaku            
je elektrosprej, který je založen na vzniku kapiček za působení napětí a zmenšování kapiček 
až na jednotlivé ionty. Vzhledem k využití v praktické části této práce je tomuto iontovému 
zdroji věnována samostatná kapitola. 
      Mezi další měkké ionizační techniky patří ionizace polem (FI), která je založena              
na zplynění vzroku, který je ionizován na břitové anodě, která je pod napětím.53 Její 
modifikací je desorpce polem (FD). Rozdílné je, že vzorek je v tomto případě nanesen 
s rozpouštědlem na anodu a odpařen, čímž vzniká analyt v pevném stavu, který je poté 
ionizován.55 
      Dalšími technikami jsou tzv. bombardování urychlenými atomy (FAB) nebo ionty (FIB). 
Principem je smíchání analytu s matricí a tzv. bombardování urychlenými neutrálními atomy 
Ar, v případě FIB ionty, nejčastěji Cs+.55 
      Techniky založené na desorpci/ionizaci laserem (LDI) patří také k měkkým ionizačním 
technikám. Slouží převážně k analýze složení povrchů různých materiálů a směsí na povrchy 
deponovaných. Principem matricí asistované desorpce/ionizace laserem (MALDI) je ionizace 
matrice laserem. Matrice je smíchána s analytem a následně je předán náboj a energie 
matrice analytu.53,54,56,57 Tato ionizace může probíhat za atmosférického tlaku nebo ve vakuu. 
Nano – asistovaná desorpce/ionizace laserem (NALDI) nepoužívá k přenosu náboje matrici, 
ale je využito podložky z nano materiálu, na které je analyt ozařován laserem. Tato podložka 
umožní přenos energie ve formě náboje na analyt.58    
1.2.2.1.1 Elektrosprej (ESI) 
      Ionizace elektrosprejem je nejvyužívanější technikou při spojení hmotnostní 
spektrometrie s kapalinovou chromatografií.59 Principem je přívod roztoku vzorku (eluátu 
z kolony) kapilárou, na kterou je vloženo napětí. Vlivem napětí se na konci kapiláry             
se vytvářejí a odtrhávají nabité kapičky analytu. Z nabitých kapiček je odpařováno 
rozpouštědlo, čímž se zvyšuje hustota povrchového náboje až do okamžiku, kdy                   
je překročena kritická hranice hustoty povrchového náboje (Rayleighův limit) a dochází   
k tzv. coulombické explozi. Pak se kapka rozpadne na několik dalších a to se opakuje           
až do vzniku plynných iontů analytu. Vznik iontů může probíhat dvěma způsoby.60 Jako první 
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způsob je označován model zbytkového náboje, kdy v kapce zůstane jediný ion spolu 
s malým množství rozpouštědla, které je odpařeno a vznikne ion v plynné fázi (obr. č. 18).53 
Druhým způsobem je model iontového vypařování, při kterém dochází ke zmenšování kapky 
pod určitou úroveň (kritickou hranici), pod kterou dochází k přímému odpařování plynných 
iontů (obr. č. 18).53,60 Pro zajištění stabilního procesu ionizace může být tvorba nabitého 
aerosolu podporována průtokem pomocnou kapalinou nebo plynem, který může být přiváděn 
kolem sprejovací kapiláry. Selektivitu ionizace můžeme ovlivňovat volbou mobilní fáze, 
změnou parametrů, jako jsou teplota, napětí a rychlost průtoku pomocných kapalin a plynů. 
Výhodou ionizace eletrosprejem je, že poskytuje vícekrát nabité ionty. Na principu 
elektrospreje funguje i nanoelektrosprej (nanoESI), který se liší pouze nižšími průtoky 
rozpouštědla a náročnější konstrukcí. 
 
Obr. č. 18: Mechanismus ionizace elektrosprejem: A) model zbytkového náboje, B) model iontového 
vypařování54 
1.2.2.2 Hmotnostní analyzátory 
      Další klíčovou součástí hmotnostního spektrometru jsou hmotnostní analyzátory, které 
mají za úkol rozdělení vzniklých iontů z iontového zdroje na základě poměru jejich hmotnosti 
a náboje. Takto rozdělené ionty pak transportují do detektoru, kde jsou kvantifikovány. 
Existuje několik typů hmotnostních analyzátorů, které se liší fyzikálním principem separace 
iontů a analytickými parametry analyzátoru, mezi které patří správnost, přesnost, rozlišení     
a rychlost skenování. Mezi hmotnostní analyzátory patří sektorové analyzátory, kvadrupólový 
analyzátor, iontová past, iontová cyklotronová rezonance, orbitální past a analyzátor doby 
letu. Hmotnostní analyzátory mohou být také spojeny do tzv. tandemu. Nejčastějšími 
variantami hmotnostní tandemové analýzy jsou trojitý kvadrupólový analyzátor (QqQ) nebo 
spojení dvou kvadrupólových analyzátorů s analyzátorem doby letu (QqTOF).  
      Prvním typem hmotnostních analyzátorů jsou sektorové analyzátory (zkratky podle typu: 
E – elektrické, B – magnetické) jsou založeny na fokusaci iontů pomoci vnějšího 
magnetického nebo elektrického pole (popřípadě jejich spojení) v závislosti na hodnotě jejich 
m/z. Většinou bývají řazeny v sérii jako např. BEB.54 Dalším analyzátorem je kvadrupólový 
analyzátor (Q), který obsahuje čtyři tyče, na které je vloženo stejnosměrné a střídavé napětí 
(vždy na protější dvě je vloženo stejné napětí). Ionty vlétnou mezi tyče a začnou oscilovat, 
podle zvolených hodnot stejnosměrného a střídavého napětí projdou ionty pouze o určitém 
poměru m/z. Další ionty se zachytí na tyčích.54,61 Dalším typem analyzátoru je iontová past 
(IT), která bude popsána v následující kapitole. Dále iontová cyklotronová rezonance (ICR), 
která je založena na silném magnetickém poli uvnitř analyzátoru, ve kterém ionty krouží. 
Vybrané m/z iontů jsou excitovány napěťovým pulzem a následně detekovány elektrodami. 
Další typ analyzátoru je orbitální past (orbitrap), ve které ionty vykonávají cyklický pohyb 
kolem elektrody vlivem elektrostatického pole. Naměřená hodnota m/z je úměrná frekvenci 
axiální oscilace iontů kolem elektrody.62 Posledním typem hmotnostních analyzátorů            
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je analyzátor doby letu (TOF), který využívá rozdělení iontů na základě doby letu iontu 
letovou trubicí. Principem je na začátku dráhy ionty urychlit shodným potenciálem (energií), 
která se projeví různou rychlostí iontů podle jejich poměru m/z. Ionty jsou poté detekovány 
v čase, který se zvyšuje s rostoucím poměrem m/z.54 Pro zpřesnění se využívá                   
tzv. reflektron, který fokusuje ionty o shodném m/z a různé rychlosti. 
1.2.2.2.1 Iontová past (IT) 
       Iontová past existuje dvojího typu a to, buď sférická iontová past (3D-IT) nebo lineární 
iontová past (2D-IT). Při zpracování experimentální části byla využita 3D-IT, proto je její 
princip blíže popsán. Trojrozměrný kvadrupólový analyzátor (můžeme značit i jako QIT –   
obr. č. 19) obsahuje dvě koncové elektrody a jednu středovou prstencovou elektrodu. V první 
fázi separace iontů dochází k pulznímu naplnění pasti ionty, které jsou vhodným 
radiofrekvenčním napětím na prstencové elektrodě stabilizovány. Následně jsou ionty 
vypuzovány na detektor podle jejich rostoucí hodnoty poměru m/z se zvyšováním napětí 
prstencové elektrody.  Dráhy iontů s určitým poměrem m/z se stanou nestabilní a začnou 
vyletovat z iontové pasti. Iontová past umožňuje zadržení iontů po dobu několika sekund.   
Do iontové pasti se zavádí tlumící plyn (He), který umožňuje lepší záchyt iontů v iontové 
pasti a tlumí jejich oscilace v iontové pasti. Kromě skenování produktových iontů umožňuje 
sférická iontová past také MSn analýzy. Nejčastěji se iontová past využívá ve spojení 
s kapalinovou nebo plynovou chromatografií.52,61 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 19: Schéma iontové pasti52 
1.2.2.3 Detektory 
      Hmotnostní detektory se využívají k převedení iontů vycházejících z analyzátoru            
na elektrický signál. Existují detekce dvojího druhu, detekce přímá a detekce po zesílení 
signálu. Detekce přímá má využití pro určení přesného izotopového zastoupení prvků (např. 
Faradayova klec). Detekce po zesílení signálu je častěji využívána. Mezi detektory 
využívající detekci zesílení signálu patří elektronásobiče a fotonásobiče.  
      Elektronásobič je složen ze série dynod s rostoucím potenciálem. Po nárazu iontů         
na dynodu dojde k sekundární emisi, přičemž jsou emitované částice dále přitahovány další 
dynodou, atd. Dokud nevznikne velké množství elektronů, které jsou detekovány. Mezi 
elektronásobiče patří destičkové dynody, kontinuální dynody a mikrokanálová destička.59 
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       Ve fotonásobiči se ionty detekují tak, že se před fotonásobič umístí fosforová destička, 
na kterou dopadají částice z konverzní dynody a dochází k emisi fotonů, které dopadají       
na fotokatodu, kde dojde k emisi elektronů. Ty se dále množí jako v elektronásobiči                
a detekují.  
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2. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
2.1 Chemikálie, standard a rostlinný materiál 
 Methanol (Biosolve, Francie; pro LC-MS) 
 Deionizovaná voda (Milli-Q) 
 Schizandrin, pro HPLC, čistota ≥ 98% (Sigma – Aldrich, Německo) 
 5 reálných vzorků rostliny Schizandra chinensis (plody z let 2009 – 2012, listy z roku 
2013), vypěstované v podmínkách v ČR 
o vzorek č. 1 – plody Schizandry chinensis z roku 2009 
o vzorek č. 2 – plody Schizandry chinensis z roku 2010 
o vzorek č. 3 – plody Schizandry chinensis z roku 2011 
o vzorek č. 4 – plody Schizandry chinensis z roku 2012 
o vzorek č. 5 – lístky Schizandry chinensis z roku 2013 
2.2 Instrumentace  
2.2.1 Zařízení pro přípravu a extrakci vzorků 
 Analytické váhy HR-120, A&D Instruments, Japonsko 
 Filtry: Cronus syringe filter, Nylon, 4 mm, 0,2 µm 
                      LUT syringe filter, PTFE, 13 mm, 0,45 µm 
 Přístroj EVATERM pro sušení pod dusíkem (LABICOM s.r.o., ČR) 
 Ultrazvuková lázeň, typ Teson 4, Tesla, Česká republika 
 Zařízení pro přípravu MilliQ vody Millipore QGARD 
 Běžné laboratorní vybavení 
2.2.2 Přístrojové vybavení 
 Kapalinový chromatograf  Agilent 1290 Infinity, Agilent Technologies, USA (UHPLC) 
 Kapalinový chromatograf  Agilent 1100 Series, Agilent Technologies, USA (HPLC) 
 Hmotnostní spektrometr Agilent 6320 Series Ion Trap LC/MS, Agilent 
            Technologies, USA 
2.2.3 Softwarové vybavení 
 Agilent 6300 Series Ion Trap LC/MS Systém Software, Verze 6.2 (2008) 
 Microsoft Office Excel 2007 
 Microsoft Office Word 2007 
2.3 Postupy a podmínky měření 
2.3.1 Extrakce vzorku a příprava standardu 
      Usušené vzorky Schizandry chinensis byly rozdrceny a homogenizovány. Pouze vzorek 
č. 5 byl drcen a homogenizován nesušený. Následně bylo odváženo 125 mg každého vzorku 
a převedeno do 10 ml odměrné baňky. Do každé baňky bylo přidáno 9 ml methanolu. 
Následně byly vzorky extrahovány v ultrazvuku při pokojové teplotě 30 min. Vzniklá směs 
byla zfiltrována přes papírový filtr (obr. č. 20). Následně byly filtráty zakoncentrovány 
dusíkem do sucha. Zakoncentrované vzorky byly následně rozpuštěny v 1 ml methanolu       
a zfiltrovány přes 0,45 µm membránový (PTFE) filtr a potom přes 0,2 µm nylonový filtr.  
      Roztok standardu byl připraven v methanolu o koncentraci 1 mg/ml. Následně               
byl zásobní roztok rozředěn na koncentrace 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml         
a 0,001 mg/ml. 
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Obr. č. 20: Srovnání barev reálných vzorků po extrakci ultrazvukem a zfiltrování papírovým filtrem 
(vlevo jsou 3 vzorky extrahované z plodů a semen rostliny Schizandra chinensis, vpravo 3 vzorky 
extrahované z listů rostliny) 
 
2.3.2 Podmínky pro identifikaci schizandrinu na UHPLC 
      Schizandrin byl ve vzorcích plodů a listů stanoven na kapalinovém chromatografu Agilent 
1290 Infinity (Agilent, USA) za podmínek uvedených v tabulce č. 2. 
Tabulka č. 2: Parametry stanovení schizandrinu na UHPLC 
Kolona ZORBAX Eclipse Plus C18, 2.1 x 50 mm, dp= 1,8 µm 
(Agilent, USA) 
Průtok mobilní fáze 0,1 ml/min 
Objem nástřiku 0,4 µl 
Teplota kolony 35°C 
Složení mobilní fáze Složka A – MeOH 
Složka B – voda 
Gradient 0 – 1 min 75 % A 
1 – 9 min 75-100 % A 
9 – 12 min 100 % A 
UV spektra 190 – 400 nm 
Vlnová délka 254 nm 
Celková doba analýzy 12 min 
 
2.3.2.1  Stanovení standardu schizandrinu na UHPLC 
      Stanovení standardu schizandrinu ve vzorcích bylo provedeno pomocí ultraúčinné 
kapalinové chromatografie. Nejdříve byl proměřen standard a poté změřeny reálné vzorky. 
Obsah schizandrinu byl vyjádřen na základě srovnání se standardem metodou externí 
kalibrační křivky. Externí kalibrace byla provedena připravením standardu schizandrinu 
v methanolu o koncentraci 1 mg/ml a následným rozředěním tohoto roztoku na roztoky          
o koncentracích 0,5 mg/ml, 0,25 m/ml, 0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml a 0,001 mg/ml. Parametry 
ultraúčinné kapalinové chromatografie použité při proměření kalibrační křivky jsou uvedeny 
v tabulce č. 2. 
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2.3.3 Podmínky pro identifikaci schizandrinu na HPLC 
      Schizandrin byl ve vzorcích plodů a listů stanoven na kapalinovém chromatografu Agilent 
110 Infinity (Agilent, USA) za podmínek uvedených v tabulce č. 3. 
Tabulka č. 3: Parametry stanovení schizandrinu na HPLC 
Kolona Eclipse XDB C18, 2.1 x 150 mm, dp= 3,5 µm (Agilent, 
USA) 
Průtok mobilní fáze 0,2 ml/min 
Objem nástřiku 3 µl 
Teplota kolony 35°C 
Složení mobilní fáze Složka A – MeOH 
Složka B – voda 
Gradient 0 – 5 min 75 % A 
5 – 45 min 75-100 % A 
45 – 60 min 100 % A 
UV spektra 190 – 400 nm 
Vlnová délka 254 nm 
Celková doba analýzy 60 min 
 
2.3.4 Podmínky pro identifikaci schizadrinu na QIT-MS 
      Schizandrin byl ve vzorcích stanoven i za použití přímého nástřiku na hmotnostní 
spektrometr Agilent 6320 Series Ion Trap LC/MS (Agilent, USA) za podmínek uvedených 
v tabulce č. 4. 
Tabulka č. 4: Parametry stanovení schizandrinu přímým nástřikem na QIT-MS 
Tlak zmlžovače 15 psi 
Sušící plyn dusík 
Průtok sušícího plynu 6 l/min 
Teplota sušícího plynu 325 °C 
Rozsah skenovaných hmot 10 – 1000 m/z 
Cílová hmota 400 m/z 
Ionizační mód Pozitivní 
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3. VÝSLEDKY A DISKUZE 
3.1 Identifikace schizandrinu na UHPLC       
       Pro analýzu schizandrinu v reálných vzorcích byl nejdříve proměřen standard 
schizandrinu. Po proměření reálných vzorků bylo porovnáním chromatogramů zjištěno,       
že všechny reálné vzorky schizandrin obsahují. Níže budou popsány jednotlivé reálné vzorky 
schizandrinu spolu s jeho obsahem v jednotlivých vzorcích odebraných v letech 2009           
až 2013. Obsah byl zjištěn proměřením kalibrační závislosti metodou externí kalibrace. 
Kalibrační závislost je zobrazena na obr. č. 21. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 21: Kalibrační závislost standardu schizandrinu   
      Na obr č. 22 je zobrazen chromatogram reálného vzorku č. 1 – plody rostliny Schizandra 
chinensis z roku 2009, u kterého byl zjištěn nejvyšší obsah schizandrinu ze všech 
proměřených reálných vzorků. Schizandrin eluoval jako druhý pík v retečním čase 2.454 min.    
Obr. č. 22: Chromatogram reálného vzorku č. 1 (plody Schizandra chinensis z roku 2009) 
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      Jeho identita byla potvrzena srovnáním se standardem stejně jako i u ostatních reálných 
vzorků. Ve vzorku č. 1 měl schizandrin ze všech látek v chromatogramu nejvyšší obsah.  
Proměřením zbývající reálných vzorků bylo potvrzeno, že všechny reálné vzorky (č. 2 – č. 5) 
schizandrin obsahují. Jejich chromatogramy jsou zobrazeny na obr. č. 23 – 26. Schizandrin 
eluoval v časech 2,445 min u vzorku č. 2, 2,438 min u vzorku č. 3, 2,441 min u vzorku č. 4     
a v čase 2,442 min u vzorku č. 5. 
 
Obr. č. 23: Chromatogram reálného vzorku č. 2 (plody Schizandra chinensis z roku 2010) 
 
Obr. č. 24: Chromatogram reálného vzorku č. 3 (plody Schizandra chinensis z roku 2011) 
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Obr. č. 25: Chromatogram reálného vzorku č. 4 (plody Schizandra chinensis z roku 2012) 
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Obr. č. 26: Chromatogram reálného vzorku č. 5 (lístky Schizandra chinensis z roku 2013) 
      Reálné vzorky schizandrin obsahovali v různém množství jejich shrnutí je uvedeno 
v tabulce č. 5. Nejvyšší obsah v plodech rostliny Schizandra chinensis byl nalezen ve vzorku 
č. 1 z roku 2009. Od vzorku č. 1 po vzorek č. 3, tedy vzorky z roku 2009 až 2011                  
se naměřený obsah schizandrinu snižoval. Ve vzorcích č. 3 a 4 byl obsah schizandrinu 
podobný. Nejmenší obsah schizandrinu byl naměřen v listech rostliny z roku 2013. Tím bylo 
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ověřeno tvrzení z teoretické části práce, že obsah schizadrinu je vyšší v plodech semenech 
rostliny.  
Tab. č. 5: Obsah schizandrinu v reálných vzorcích 
číslo vzorku popisek vzorku obsah 
vzorek č. 1 plody z roku 2009 1,293 mg/ml 
vzorek č. 2 plody z roku 2010 1,099 mg/ml 
vzorek č. 3 plody z roku 2011 0,740 mg/ml 
vzorek č. 4 plody z roku 2012 0,741 mg/ml 
vzorek č. 5 listy z roku 2013 0,070 mg/ml 
 
      Na obr. č. 27 je zobrazeno UV spektrum schizandrinu. Maxima UV spektra schizandrinu 
byly naměřeny při 220, 254 a 286 nm.  
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Obr. č. 27: UV spektrum schizandrinu 
      Při měření na kapalinovém chromatografu Agilent 1290 Infinity (UHPLC) byla potvrzena 
přítomnost schizandrinu ve všech reálných vzorcích vypěstovaných v České republice. 
Obsah schizandrinu byl v jednotlivých vzorcích různý. Vyšší obsah byl nalezen v plodech      
a semenech rostliny, což publikují i použité zahraniční zdroje v teoretické části. Různý obsah 
naměřený v plodech a semenech rostliny v letech 2009 až 2012 nelze jednoznačně 
diskutovat. Můžeme je přisuzovat fyzickému věku a podmínkám, ve kterých je rostlina 
pěstována. 
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3.2 Identifikace schizandrinu na HPLC       
      Schizandrin byl také identifikován při měření reálných vzorků na chromatografu Agilent 
1100 Series. Po provedení analýzy a proměřením standardu za podmínek uvedených 
v tabulce č. 3 byl identifikován jako pík eluující v 3,314 minutě (obr. č. 28).  
Obr. č. 28: Chromatogram naměřený za podmínek HPLC u vzorku č. 1 
      Na obrázku č. 29 je zobrazeno porovnání chromatogramu reálného vzorku č. 1 
s chromatogramem standardu. 
 
Obr. č. 29: Srovnání chromatogramu reálného vzorku (červený) a standardu (modrý)  
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3.3 Identifikace schizadrinu na QIT-MS 
      Jako další způsob identifikace schizandrinu ve vzorcích rostliny Schizandra chinensis    
byl použit přímý nástřik 250 µl vzorku do hmotnostního spektrometru Agilent 6320 Series Ion 
Trap LC/MS. Identifikace byla provedena v pozitivním módu. Schizandrin byl ve spektru 
identifikován jako ion o m/z 415. Také byl ve spektru nalezen jako sodný adukt [M+Na]+             
o m/z 455. Ion o m/z 433 nalezený ve spektru odpovídá iontu schizadrinu s vodou            
(obr. č. 30).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 30: Hmotnostní spektrum reálného vzorku č. 1 
      Identifikace schizandrinu byla potvrzena fragmentací iontů o m/z 433 a m/z 415.            
Při fragmentaci iontu o m/z 433 vznikne fragment o m/z 415 (viz obr. č. 31).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 31: Fragmentace iontu o m/z 433 
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      Při fragmentaci iontu o m/z 433 vzniknou fragmenty o m/z 384, m/z 400, m/z 373,         
m/z 359 a m/z 353 (obr. č. 32). 
 
Obr. č. 32: Fragmentace iontu o m/z 415 
      Na základě MS/MS spekter byl potvrzen obsah schizadrinu v reálných vzorcích rostliny 
Schizandra chinensis vypěstovaných v našich podmínkách. Na základě vzniklých fragmentů 
je na obr. č. 33 zobrazeno předpokládané fragmentační spektrum vytvořené na základě 
vzniklých fragmentů a za použití literatury.16 
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Obr. č. 33: Předpokládané fragmentační spektrum schizandrinu 
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ZÁVĚR 
      Pro zpracování experimentální části práce byly použity vzorky vypěstované 
v podnebných podmínkách jižní Moravy. Typ podnebí v České republice by měl být podle 
Köppenovi klasifikace podnebí vhodný k pěstování rostliny Schizandra chinensis, vzhledem 
k porovnání s jejím přirozeným výskytem. Zejména vhodné lokality mohou být údolní nivy 
některých vodních toků. Jako adaptogen, který byl analyzován byl zvolen schizandrin. 
Schizadrin byl analyzován ve vzorcích plodů a semen rostliny Schizandra chinensis 
odebraných v letech 2009 až 2012 a ve vzorku listů rostliny z roku 2013. Jako extrakční 
technika byla při zpracování práce zvolena extrakce ultrazvukem. K identifikaci schizandrinu 
ve vzrorcích byly použity ultra-účinná kapalinová chromatografie, vysoko-účinná kapalinová 
chromatografie a hmotnostní spektrometrie.  
      Identifikace schizandrinu ultraúčinnou kapalinovou chromtografií (UHPLC) byla úspěšná. 
Schizandrin byl nalezen ve všech předložených vzorcích. Identifikace byla umožněna 
srovnáním se standardem schizandrinu. Při použití této metody byl schizandrin ve vzorcích    
i kvantifikován. Kvantifikace byla provedena za pomocí metody externí kalibrace. Ve vzorcích 
plodů a semen rostliny bylo nalezeno větší množství schizandrinu než ve vzorku listů rostliny 
Schizandra chinensis. Tím je ověřeno tvrzení, že v plodech a semech rostliny se nachází 
nejvyšší množství adaptogenů. 
      Schizandrin byl ve vzorcích také identifikován za použití vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie. Stejně jako při použití ultra-účinné kapalinové chromatografie byla 
identifikace provedena srovnáním se standardem schizandrinu. 
      Jako poslední způsob identifikace schizandrinu byl zvolen přímý nástřik do hmotnostního 
spektrometru. Identifikace byla provedena v pozitivním módu. Schizandrin byl ve spektru 
identifikován jako ion o m/z 415, byl nalezen i jako sodný adukt o m/z 455 a adukt s vodou    
o m/z 433. Identifikace byla potvrzena fragmentací iontů m/z 433 a m/z 415. Při MS2 iontu    
o m/z 433 vznikl dominantní fragment o m/z 415. Při MS2 iontu o m/z 433 vznikly fragmenty   
o m/z 384, m/z 400, m/z 373, m/z 359 a m/z 353. Na základě vzniklých fragmentů bylo 
navrženo předpokládané fragmentační spektrum. 
      Vzhledem k úspěšné identifikaci schizandrinu ve vzorcích rostliny vypěstovaných 
v České republice a shodným podnebným podmínkám České republiky s místy přirozeného 
výskytu Schizandry chinensis je reálná možnost pěstování této rostliny v našich podmínkách        
a využití jejích kladných účinků na lidský organismus. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
APCI Chemická ionizace za atmosférického tlaku 
APPI Fotoionizace za atmosférického tlaku 
CAD Aerosolový detektor nabitých částic 
CI Chemická ionizace 
DAD Detektor diodového pole 
DMAE Dynamická mikrovlnná extrakce 
EI Ionizace elektronem 
ELSD Detektor rozptylu světla 
ESI Elektrosprej 
FAB Bombardování urychlenými atomy 
FD Desorpce polem 
FI Ionizace polem 
FIB Bombardování urychlenými ionty 
GC Plynová chromatografie 
GPC Gelová permeační chromatografie 
HILIC Hildrofilní interakční chromatografie 
HPLC Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
IEC Iontově výměnná chromatografie 
ICR Iontová cyklotronová rezonance 
IPC Chromatografie iontových párů 
IT Iontová past 
LDI Desorpce/ionizace laserem 
MAE Mikrovlnná extrakce 
MALDI Matricí asistovaná desorpce/ionizace laserem 
MS Hmotnostní spektrometrie 
NALDI Nano-asistovaná desorpce/ionizace laserem 
NMR Nukleární magnetická rezonance 
NP Normální fáze 
ODS Oktadecylsilan 
PLC Tlaková extrakce kapalinou 
PTFE Polyteflonová 
Q Kvadrupól 
QIT Trojrozměrný kvadrupólový analyzátor 
QqQ Trojitý kvadrupólový analyzátor 
QqTOF Spojený dvou kvadrupólů s detektorem doby letu 
RP Reverzní fáze 
SFE Superkritická fluidní extrakce 
SFME Superkritická fluidní mikroextrakce 
TLC Chromatografie na tenké vrstvě 
TOF Detektor doby letu 
TSP Termosprej 
UPLC Ultraúčinná kapalinová chromatografie 
 
